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서 론
산화질소(n itr ic ox ide: N O.)는 혈관 내피세포 기원 이
완인자( en doth eliu m - der iv ed　re la x in g fa ctor )로서 혈관
및 신경계의 생리적 조절에 중요한 m es s en g er이다1)．
혈관 내피세포에는 구성형(con s titu t iv e for m )의 n itr ic
ox ide s y n th as e(cN OS )가 있어 정상 조건에서 지속적으
로 소량의 N O를 생성한다2, 3). 이 N O는 폐혈관을 확장
시켜 폐혈류를 정상적으로 유지시키고 폐혈관압을 낮게
유지시키는 역할을 한다1).
혈관 내피세포에는 유도형( inducible for m ) iN OS가 공
히 존재함이 밝혀졌다4). iNOS는 대식세포의 경우 내독
소, in terferonγ(IF Nγ), t um or necros is factorα(T NFα)
등의 자극에 의하여 활성화되어5), picom ole 수준의 cN OS
보다 많은양의 N O를 n a n om ole 수준으로 장시간 지속적
으로 생성 및 방출함으로써 , 세균 , 진균 , 기생충 등의 살
해 및 억제 , 종양세포 살해를 하는 등 생체 방어 기구의
일원으로 작용한다6, 7). 그러나 혈관 내피세포에서 iN OS
의 생리적 기능이 명확하게 밝혀지지는 않았다1).
중증의 급성 호흡곤란 증후군에서 기계환기 중에 N O
를 80 ppm 이내의 낮은 농도로 흡입하여 폐 동맥 고혈압
을 완화시키고 폐환기 관류 불균형을 개선시키는 치료
목적의 실험적 연구를 시도하고 있다8). 이렇게 폐손상에
서 폐동맥 고혈압을 방지하거나 치료하는데 사용되는
NO이지만, NO가 생성됨으로써 주변 세포나 N O생성을
한 내피세포 자체의 기능을 억제 혹은 손상시킬 가능성
도 있다9, 10). 이는 면역복합체에 의한 폐혈관 손상이 N OS
억제제로 완화된다는 연구로 이의 추정이 가능하다11).
N O는 철과 쉽게 반응하므로 ir on - s u lfu r 구조체가 촉
매작용의 주된 역할을 하는 효소의 기능에 영향을 미칠
가능성이 있다7). N O가 s u per ox ide와 반응하여 per ox y -
n itr it e를 생성하면 perox y n itr ite가 분해되면서 h y dr ox y l
라디칼이 발생하므로 조직의 산화물 손상을 가중시킬
가능성도 시사되었다9, 12).
급성 폐손상 및 급성 호흡곤란증후군의 병인에서 내독
소혈증이 주요 원인이며 INFγ, T NFα등의 cy tok in es가
다량 나오고 T NFα가　세포　손상의　주된　요인이다13).
IN Fγ, T N Fα, 내독소를 복합하여 자극하면 iN OS를 활
성화시킬 수 있다고 하나 어떤 자극제의 조합과 용량으
로 iN OS 자극이 가능한지 여부는 각각의 세포에 따라
다르다1). 백서의 대식세포에서는 iN OS 활성화가 직접적
으로 입증되었지만 인체 대식세포에서는 여러가지 자극
과 조건을 복합하여도 iN OS 자극을 직접적으로 입증하
지는 못했다1). 그리고 급성 폐손상 및 급성 호흡곤란증
후군의 병인에서 중요한 폐 미세혈관 내피세포를 자극
하여 N O 생성이 유발될 경우 내피세포의 기능 , 특히
iron - s u lfu r 구조체가 기능에 중요한 미토콘드리아
a con ita s e의 활성도가 N O 생성에 의하여 어떤 영향을
받는지 조사된 바 없다. 내독소 쇼크에서 T N Fα가 가장
중요한 cy tokin e이고 폐 미세혈관은 대혈관 내피세포와
달리 T N Fα로 손상을 받지 않으며14), 내독소 쇼크와 급
성 폐손상에서는 미세혈관 내피세포가 중요하기 때문
에 이를 실험 재료로 하여 연구를 하였다 .
대식세포의 경우 N O 생성 유도에 IF Nγ가 pr im in g에
중요하며 최대 자극에는 T N Fα, 내독소에 해당하는 세
균 lipopoly s a ccha r ide(LP S ) 등이 필요하다7). 급성 폐손
상 및 급성 호흡곤란증후군의 병인에 유사하게 LP S를
포함하여 iN OS에 중요한 IF Nγ, 내독소 쇼크에서 중요
한 cy tokin e인 T N Fα등을 복합하여 N O 생성을 촉진시
백서 폐동맥 내피세포에서 c y t o k in e 및 내독소에 의한 n it r ic
o x id e 생성과 미토콘드리아 a c o n it a s e 활성도의 관계
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킬 수 있는지 여부와 iN OS 자극에 필요한 자극의 조합
및 그 용량을 조사하였다. N O생성을 확인한 후 ir on -
s ulfur 구조체가 촉매작용의 주된 역할을 하는 효소인 미
토콘드리아 aconitase 활성도가 NO 생성시 변화하는지 여
부를 조사하는 동시에 NOS 길항제인 N- m onomethyl-
L- ar g in in e(L- N M M A )의 병용 투여로 N O생성을 억제
하였을 때 미토콘드리아 a conit as e 활성도 변화가 나타
나지 않음을 확인하여 미토콘드리아 a con it a s e 활성도
변화가 N O 생성과 연관이 있는지 여부 및 N OS 억제제
의 내피세포 기능 보호 가능성 등을 검토하였다 .
대상 및 방법
1. 실험 재료
백서 폐미세혈관 내피세포(r a t lun g m icr ov a s cu la r
en doth elia l cell)는 m icroca r r ier beads를 이용하여 분리
한 세포를 John R. M ich ael교수(유타대학교 , S a lt La ke
City , U ta h, U S A )로 부터 제공받았다. 이 세포는 광학
현미경 및 전자 현미경 상 조약돌( cob bles ton e) 형태이
고, 제 V III인자 항원의 존재와 a cety lat ed low den s ity
lipopr oteins 섭취로 내피세포임을 확인하였다. 배양 배지
는 Ry an ’s red m edium (M - 199 m edium , 6.7% bov ine calf
s er um , 3.3% fet al bov in e s erum , 10-5 M thym idin e,
pen icillin 60 units / m L, s tr eptom y cin 60 ㎍/m L, g en ta-
m icin 20 ㎍/m L)을 사용하여 섭씨 37도, 5% 이산화탄소
를 보충한 항온 배양기에서 배양하였다. 세포는 t r y ps in
같은 효소를 사용하지 않고 세포 찰과기(s cra per )로 긁
어서 계대하였다15).
2 . 실험방법
가. Nitric oxide 생성 유발
배양한 백서 폐혈관 내피세포를 12 w ell plates에서 95%
이상 융합(coales cent)되도록 한후 iNOS를 자극하기 위하
여 ra t recombinant IF Nγ(Gibco BRL, Grand Is land, New
York, U.S .A.) 250 U/m L 및 500 U/m L, hum an recom bin-
ant T NFα(Genzym e, Cam bridg e, M as s achus etts , U.S .A .)
150 U/ m L 및 300 U/ m L, E . coli s erotype 0128:B12
lipopolys accharide(S ig m a Chem ical, S t . Louis , M is s ouri,
U.S .A .) 5 ㎍/m L 및 10 ㎍/m L을 여러가지 조합으로 배양
액에 첨가하고 각 w ell당 0.5 mL씩 48시간까지 처치해서
NO 생성여부를 배양액내 nitr ite 농도 측정으로 평가하였
다. 이 실험은 제한된 양의 세포를 가지고 다양한 조합의
자극을 시험하기 위하여 12 w ell plate에서 시행하였다.
나 . 아질산염(nitrite ) 측정에 의한 nitric oxide 생성 평가
세포배양액을 각 실험군에서 채집하여 원심 침전후 상
층액을 96 w ell pla te에 각 w ell당 50 m L씩 넣고 30% 초
산(acet ic acid) 중 1% s ulfan ilam ide 용액, 60% 초산 중
0.1% N- (1- naph thy l) ethy len ediam in e dihy dr ochloride
용액을 각각 1:1 혼합한 Gr eis s reag en t를 100 m L씩 첨가
하여 발색반응을 일으킨 후 m icr opla te reader로 570 n m
에서 흡광도를 측정하고 이를 세포 배양액에 s odiu m
nitr ite를 첨가하여 얻은 표준곡선(s t andard cu rv e)와 대
조함으로써 nitr ite 농도를 결정하였다4).
다 . 미토콘드리아 a conita s e 활성도 측정
6 w ell pla t es에서 대조군은 단순 세포배양액으로 ,
iN OS 자극군은 N O 생성을 자극하기 위하여 IF Nγ 500
U / m L, T N Fα 300 U / m L, LP S 5 ㎍/ m L으로 , iN OS 억
제군은 iN OS 억제제인 N - m on om eth y l- L- ar g in in e(L-
N M M A ) 0.5 m M , IF Nγ 500 U / m L, T N Fα 300 U / m L,
LP S 5 ㎍/ m L으로 각 w ell 당 1 m L씩의 배양액을 24시
간 동안 처치하였다 . 각각 다른 실험일에 4회의 실험으
로 각 군의 n it r it e 농도 및 미토콘드리아 acon ita s e 활성
도를 측정하였다
미토콘드리아 a con ita s e 활성도 측정은 6 w ell pla tes
에서 세포를 찰과(s cra pin g )하여 6 w ell의 세포를 하나
로 모은 후 원심분리( 400g , 5분)하고 0.007% dig iton in으
로 투과화(per m eab ilize)하여 세포질 단백질을 제거하였
으며, 다시 ph os ph at e b uffer ed s a lin e을 첨가하고 원심
분리로 2회 세척하였다. 세포를 50 m M T r is b uffer (pH
7.2)에 부유시키고 T r iton - X를 0.2%로 처리하여 원심
분리(3000g , 10분)한 상층액을 검체로 사용하였다 . 1 m L
cuv ette에 50 μL의 검체를 첨가하여 최종 농도로 0.02%
a lb um in , 0.2 m M cis - a cot inic a cid를 함유한 1 m L의 50
m M T r is b uffer (pH 7.2)에서 cis - acot in ic acid의 감소
를 분광광도계(s pectr ophotom eter )로 240 n m에서 측정
하였다7). A con ita s e 활성도는 cis - a cotin ic acid 감소속
도를 3.41 cm -1 m M -1의 ex tin ction coeffic ien t로 계산하
여 이를 n m ole/ m in으로 표현하였다16).
라 . 통계적 분석
실험결과는 평균±표준편차로 표시하였고 , 통계적 유
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의성을 분산분석(a n a ly s is of v a r ia n ce: A N OV A ) 및
S tu den t u npa ir ed t- t es t로 검정하였다. 모든 결과의 분
석에서 P 값 0.05 미만인 경우 유의한 차이가 있는 것으
로 해석하였다.
결 과
1. Nitric o xide 생성
백서 폐 미세혈관 내피세포의 무처치 대조군, IF Nγ
250 U / m L 및 500 U / m L, T N Fα 150 U / m L 및 300
U / m L, LP S 5 ㎍/ m L 및 10 ㎍ / m L 단일 자극군에서는
48시간까지 nit r ite 생성이 측정이 되지 않았다 . N O 생성
의 자극이 가능한지 여부와 가장 자극이 잘 되는 조합을
조사하고자 12 w ell plat es에서 상기 자극제를 복합하여
각 w ell 당 0.5 m L씩 처치하였을 때 12시간 부터 nitr ite가
측정 가능하였으며 48시간까지도 배양액 중 nitr ite가 증
가하였다 . 배양액 중 n itr ite 농도가 24시간에 T N Fα300
U / m L, LP S 5 ㎍ / m L 자극군에서 12±6.5 μM으로 가장
낮고 IF Nγ500 U / m L, T N Fα300 U / m L, LP S 5 ㎍ / m L
자극군에서 70±12.9 μM로 가장 높았으며 IF Nγ 500
U / m L, T N Fα300 U / m L, LP S 5 ㎍ / m L 자극군이 IF Nγ
가 없거나 250 U / m L인 군 및 LP S가 없는 군에 비하여
유의하게 n itr ite가 높았다( n = 3, P < 0.05; F ig . 1A ).
배양액 중 n itr ite 농도가 48시간에 IF N 500 U / m L,
T N Fα 150 U / m L 자극군이 이 2가지 자극에 LP S 5 ㎍
/ m L이 추가된 군 및 IF Nγ이 없는 군에 비하여 높았고
(n =3; P < 0.05); IF Nγ 500 U/ m L, T N Fα 300 U / m L,
LP S 5 ㎍/ m L 자극군도 다른 조건은 동일하면서 IF Nγ
가 없는 군에 비하여 유의하게 높았으나( n=3; P < 0.05),
다른 조건은 동일하면서 IF Nγ가 250 U/ m L인 군에 비
해서는 유의한 차이가 없었다( F ig . 1B).
2 . 미토콘드리아 a co nita s e 활성도
미토콘드리아 a conit as e 실험에서 자극제를 복합하여
6 w ell pla tes에서 각 w ell 당 1 m L씩 24시간 동안 처치
시 nit r ite 농도는 IF Nγ 500 U / m L, T N Fα 300 U / m L,
LP S 5 ㎍/ m L 자극군에서 20±1.0 μM으로 무처치 대조
군의 0.7 μM에 비하여 유의하게 증가하였고(n = 4 ; P
0.05), IF Nγ 500 U / m L, T N Fα 300 U / m L, LP S 5 ㎍
/ m L, L- N M M A 0.5 m M 군에서 3±0.5 μM로 L-
N M M A에 의하여 N O 생성이 유의하게 억제되었다
(n =4 ; P < 0.05)(F ig . 2A ).
미토콘드리아 acon ita s e 활성도는 무처치 대조군의
48±14 n m ole/ m in에 비하여 IF N 500 U / m L, T N Fα300
U / m L, LP S 5 ㎍ / m L 자극군에서 19±6 n m ole/ m in으로
유의하게 감소되었고(n =4 ; P < 0.05), IF Nγ 500 U / m L,
T N Fα300 U / m L, LP S 5 ㎍ / m L, L- N M M A 0.5 m M 군
에서 34±8 nm ole/ m in이었다(F ig . 2B). 미토콘드리아
a con ita s e 활성도를 단백치로 보정하면 대조군의 196±8
n m ole/ m in /㎎ of pr otein에 비하여 IF Nγ 500 U / m L,
T N Fα 300 U / m L, LP S 5 ㎍/ m L 자극군에서 102±34
n m ole/ m in /㎎ of prot ein으로 유의하게 감소하였고(n =4
; P < 0.05), IF Nγ 500 U/ m L, T N Fα 300 U / m L, LP S 5
㎍ / m L, L- N M M A 0.5 m M 군에서 161±24 n m ole/
m in /㎎ of pr otein으로 자극군에 비하여 유의하게 높았
으나(n =4 ; P < 0.05), 대조군에 비하여는 유의한 차이가
관찰되지 않았다(F ig . 2C).
F ig . 1 . M ea s ur em ent s of n it r it e in the m edium fr om 12
w ell pla t es of ra t lu ng m icr ov as cu la r endoth elia l
cells tr ea t ed w ith v a r iou s com bin a t ions of
in te rfer on (IN F ; un it / m L), t um or n ecros is fac tor
(T N F ; u n it / m L ) or lipopoly s a ccha ride ( LP S ; ㎍
/ m L ) for A : 24 h ou r s a nd B : 48 h our s . E ach
w ell con ta ined 0.5 m L of R y a n’s m ediu m .
V a lues a re m ea n±S D. N = 3 for each con d it ion .
*: P < 0.05 v s IN F 500 U + T N F 300 U + L P S 5
㎍. ** : P < 0.05 v s T N F 300 U + L P S 5 ㎍. #:
P < 0.05 v s IN F 500 U + T N F 150 U . ##: P < 0.05
v s IN F 250 U + T N F 300 U + LP S 5 ㎍ .
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고 찰
NO.는 생체내에서 생성되는 자유 라디칼로서 혈관 긴
장도, 혈소판 응집, 혈관 내피세포에 대한 백혈구 유착, 감
염에 대한 숙주 방어 등에서 중요한 역할을 한다10, 15, 17).
염증성 및 병리적 상태의 실험 모델에서 N O는 조직 손
상을 촉진할 수도 혹은 억제할 수도 있다10). 산화물 손상
에서 N O가 손상을 증가시킬지 혹은 감소시킬지는 여러
요인들의 균형에 관련되어 있을 것으로 추정한다 . 즉 어
떤 종류의 산화물이 어떤 양으로 생성되는지, N O의 생
성율 , 이들이 생성되는 세포와 해부학적 위치 , 각 세포의
감수성 등 복잡한 요인이 관계된다9, 12, 15).
패혈증성 쇼크에 의한 급성 폐손상 및 급성 호흡곤란
증후군에서는 폐혈관 내피세포 및 호중구의 상호작용이
매우 중요한 병인으로 알려져 있으며13), 최근 이의 치료
에 N O의 흡입요법이 시도되고 있는가 하면 N OS 길항
제의 투여로 패혈증성 쇼크의 저혈압을 교정 시킬 수 있
었던18) 반면 폐손상이나 실험동물의 치명율이 증가할 수
도 있다는 등의 상충된 보고가 있다17, 19, 20). 급성 호흡곤
란증후군 혹은 이의 발생 위험이 높은 환자의 폐 혹은
혈액 중에는 보체의 분절, in t er leu kin - 1, t um or n ecr os is
fa ctor , pla tele t a ct iv at in g factor , in ter leuk in - 6,
in t er leu kin - 8 등의 염증성 자극물질이 증가되어 있는데
내독소는 이 물질들의 유리를 자극한다13). 혈관 내피세
포에서 N O 생성을 자극하는 cy tokin es와 염증 매개물질
이 동시에 x a n th in e ox ida s e에 의한 s u per ox ide 생성을
자극하며 , 내피세포에 유착하는 호중구도 s u perox ide를
방출한다. 아울러 내피세포도 x a n th in e ox ida s e에 의하
여 산화물을 제공할 가능성이 있다. 과다 생성된 N O는
해당작용, 미토콘드리아 호흡 연쇄 , DN A 복제 등을 저
해할 수 있는데 이런 효과의 일부분은 N O와 s u perox ide
로부터 생성된 per ox y n it r it e가 관여한다 . 즉 N O와 반응
성 산소기의 비가 산화 반응에 영향을 미치는데 N O와
s uperox ide가 1:1이면 per ox y nit r ite가 생성되어 지질 산
화를 유발하지만 , N O가 과다하면 오히려 perox y l
r adica l을 청소하여 지질 산화를 억제할 수도 있다21, 22).
LP S 단독자극시 porcin e aort ic endothelium에서 세포
독성이 나타나고 이를 L- N M M A로 억제할 수 있었던 반
면23), bov ine aort ic en dothelia l cell에서 LP S로 내피세포
투과성이 증가하지만 이 투과성 증가가 NOS 길항제로
영향을 받지 않고 LP S로 24시간 자극시 NO 생성이 증
가하지 않는다는 보고도 있어24), 동물에 따라 내피세포의
LP S에 대한 NO 반응에 차이가 있음도 밝혀져 있다.
LP S에 의해서 세포 투과성이 증가하고 세포독성이 나타
날 수 있으나23) 본 연구에서 LP S를 포함한 자극에서
n it r ite가 다량 생성되고 L- N M M A로 N O 생성을 억제했
을 때 미토콘드리아 a con it as e 활성도가 대조군에 비하
여 유의한 차이가 없으므로 LP S나 T N Fα에 의한 세포
독성은 무시할 만한 수준 이내로 추정된다. L- N M M A로
N O 생성을 억제했을 때 미토콘드리아 a con it as e 활성도
가 유의한 차이는 아니지만 대조군보다 다소 낮은 경향
의 원인이 내피세포가 LP S 자극으로 투과성이 증가해서
나타난 변화일 가능성, 혹은 L- N M M A 투여시에도
n it r ite가 소량 생성되었으므로 소량의 NO에 의한 차이
F ig . 2 . A : M eas ur em en ts of n itr it e in th e m ediu m , B : the a ct iv it y of m itoch on dr ia l acon it as e an d C : the
ac t iv ity of m itochon dria l a con ita s e per m g of pr ote in fr om 6 w ell pla tes of r a t lu ng m icrov a s cu la r
en dothe lia l ce lls . IN F + T N F + L P S w er e ce lls tr ea t ed w ith in t er fer onγ (500 u n it / m L ), t um or necr os is
fa c torα (300 un it / m L ) or lipopoly s a ccha ride (5 ㎍ / m L ) for 24 h ou rs . I.T .L. + N M M A w ere cells
tr ea t ed w ith in t er fer onγ, tu m or n ecr os is fa c torα, lipopoly s accha ride an d N - m onom eth y l- L - a r g in ine
(0.5 m M ). E a ch w ell con ta ined 1 m L of Ry a n’s m ediu m . V a lues ar e m ean±S D. N =4 for each
con d it ion . *: P < 0.05 v s con t r ol an d **: P < 0.05 v s I.T .L . + N M M A
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일 가능성 등도 있다.
N O가 과다 생성되는 내독소 쇼크에서 N OS 길항제
투여로 혈압이 정상화되는18) 긍정적 효과가 있는 반면,
혈관 내피세포에서 N O 생성이 감소하므로 백혈구와 혈
소판의 미세혈관에 대한 유착 및 응집이 억제되지 않아
미세혈관 손상이 증가하고 폐손상도 증가할 가능성이
있다17, 25, 26). 생체 내에서는 N O가 내피세포 뿐만 아니라
백혈구, 혈소판의 작용에도 영향을 미치고 L- N M M A
등의 N OS 길항제가 iN OS와 cN OS를 모두 억제하므로
미세혈관 긴장도와 혈류 조절에 관여하는 내피세포의
cN OS 및 이에 반응하는 혈관 평활근 , 자율신경계의 비
아드레날린성 비콜린성 신경전달 등에 대한 영향이 복
합되어 생체내 효과는 예측이 어렵다 . 그러나 최근 N OS
종류에 따라 선택성이 높은 N OS 길항제의 개발이 보고
되므로 이의 응용 가능성이 있다10, 27).
IF Nγ, T N Fα, in t er leu kin - 1, LP S 등은 내피세포 종
류에 따라서는 단독으로도 iN OS 생성을 유도할 수 있으
나28), 본 연구에서 IF Nγ, T N Fα, LP S의 각기 단독 자극
으로는 24- 48시간까지 n it r it e 농도의 증가가 관찰되지
않았고 N O 생성에 2종 이상의 자극이 필요하였다. 이는
대식세포나 큰 동맥의 내피세포에 비하여 미세혈관의
iN OS양이 적기 때문일 가능성이 있다. 미토콘드리아
acon ita s e 활성도에 관한 실험에는 n itr ite 생성양이 가장
많고 측정값의 변이가 적은 IF Nγ500 U / m L, T N Fα300
U / m L, LP S 5 ㎍/ m L의 복합 자극을 채택하였으며 이
세가지는 내독소 쇼크 , 급성 폐손상 , 급성 호흡곤란 증후
군의 병인과 병태생리에 중요한 역할을 하므로 이를 채
택하였다 .
N O 생성을 N O 산화산물인 아질산염(n itr ite)과 질산
염( nit ra te)을 측정하여 간접적으로 평가할 수 있다 .
N itr a t e는 검체에 E . coli n itr a te r edu cta s e를 처리하여
n it r it e로 환원시켜서 검체내의 총 n it r it e를 측정하고, 총
n it r it e값에서 n it ra t e를 빼는 방식으로 측정한다 . 본 연구
에서는 n itr a t e 측정을 하지 않았는데 혈액에서는 N O에
서 n itr ite가 생성된 후 혈색소와의 반응으로 n itr a t e로
신속히 전환되지만, 혈장 , 수용액, u ltr a fitr a te 등에서는
N O가 n itr ite로 산화된 후 상당시간 안정적이기 때문에
세포배지에서 N O 생성 확인에 n itr ite 측정으로 충분하
다고 한다29).
세포독성을 발현한 활성화 대식세포는 다량의 N O를
방출함으로써 표적 세포내 철의 감소를 촉발시키고 이
때문에 철을 필수 보조인자(cofa ctor)로 하는 효소들의
기능이 억제된다6, 7, 30). 활성화된 대식세포 자신도 미토
콘드리아 elect ron tr a n s por t cha in과 a con ita s e 활성도가
억제되나 N O의 독성을 어떻게 피하는지 그 기전이 명확
히 밝혀져 있지 않다1, 7). 다만 N O를 방출하는 활성화된
대식세포에서 유산( la ct a te) 생성이 증가하므로 포도당
의 해당작용으로 A T P를 생성하여 에너지 공급을 유지
하는 것이 대식세포 자신의 세포손상을 피하는 기전중
하나라고 추정하고 있다7). 본 실험에서 관찰된 IF Nγ,
T N Fα, LP S 자극시의 미토콘드리아 a con it as e 활성도
억제가 N O 생성 증가와 동반되고 N OS 길항제로 N O
생성 증가가 억제되면서 a con it a s e 활성도 억제가 저지
되는 등 내피세포에서 N O 생성 자극시 내피세포 자신의
기능도 일부 억제될 수 있음을 관찰한 것이다. 그러나
이의 생체내 의의는 세포독성 연구, 혈관 투과성 측정 ,
동물의 장기나 개체실험 등으로 검토해 보아야 구명할
수 있으리라 추정한다.
결론적으로 급성 폐손상 및 급성 호흡곤란 증후군에
서 중요한 역할을 하는 IF Nγ, T N Fα, 내독소 등으로 백
서 폐미세혈관 내피세포를 자극시 N O 생성이 증가하고
미토콘드리아 acon ita s e 활성도가 유의하게 감소되며 이
N O 생성과 미토콘드리아 a con it as e 활성도 억제가
N M M A 병용 투여로 유의하게 저지되는 등 백서 폐미세
혈관 내피세포에서 N O 다량 생성의 유도시 혈관 내피세
포 미토콘드리아 a conit as e 활성도 억제가 N O 생성과
관련됨을 확인하였다 . N O의 과다생성을 L- N M M A로
억제했을 때 미토콘드리아 a con ita s e 활성도 억제가 저
지되는 것은 세포수준에서 N OS 길항제의 긍정적 효과
의 하나로 내독소 쇼크와 폐손상에서 치료제로서 N OS
길항제의 응용 가능성을 보다 적극적으로 검토할 필요
가 있다 .
요 약
연구배경: N O는　혈관 내피세포 기원 이완인자로서
혈관 및 신경계의 생리적 조절에 중요한 전령이며 혈관
내피세포에는 cN OS와 iN OS가 존재한다. 급성 폐손상
및 급성 호흡곤란 증후군의 경우 내독소혈증이 주요 원
인으로 IN Fγ, T N Fα 등의 cy tokin es가 다량 나오고
T N Fα가　세포　손상의　주된　요인이다 . NO는 철과 쉽
게 반응하므로 ir on - s ulfur 구조를 가진 미토콘드리아
aconitas e 등의 주요 효소의 활성에 영향을 미칠 수 있다.
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방법: 급성 폐손상 및 급성 호흡곤란증후군의 병인에
유사하게 LP S를 포함하여 iN OS에 중요한 IF Nγ, 내독
소 쇼크에서 중요한 cy tok ine인 T N Fα등을 복합한 자
극이 백서폐미세혈관 내피세포에서 N O 생성과 미토콘
드리아 acon ita s e 활성도에 미치는 영향을 조사하였다 .
결과: 24시간 동안 처치시 n it r it e 농도는 IF Nγ 500
U / m L, T N Fα 300 U / m L, LP S 5 ㎍ / m L 자극군에서 20
±1.0 μM으로 무처치 대조군의 0.7 μM에 비하여 유의
하게 증가하였고(n =4 ; P < 0.05), IF Nγ500 U / m L, T N F
α300 U / m L, LP S 5 ㎍ / m L, L- N M M A 0.5 m M 군에서
3±0.5 μM로 L- N M M A에 의하여 N O 생성이 유의하
게 억제되었다 (n =4 ; P < 0.05).
미토콘드리아 a con it as e 활성도는 대조군의 196±8
n m ole/ m in /㎎ of pr otein에 비하여 IF Nγ 500 U / m L,
T N Fα 300 U / m L, LP S 5 ㎍ / m L 자극군에서 102±34
n m ole/ m in /㎎ of pr otein으로 유의하게 감소하였고( n =4
; P <0.05), IF Nα 500 U / m L, T N Fα 300 U/ m L, LP S 5
㎍/ m L, L- N M M A 0.5 m M 군에서 161±24 n m ole/ m in/
㎎ of pr otein으로 자극군에 비하여 유의하게 높았으나
(n =4 ; P < 0.05), 대조군에 비하여 유의한 차이가 관찰되
지 않았다.
결론: IF Nγ, T N Fα, 내독소 등으로 백서 폐미세혈관
내피세포를 자극하여 N O 생성을 유도하면 미토콘드리
아 a con ita s e 활성도가 유의하게 감소되는 등 자신의 일
부 세포기능이 억제될 가능성을 확인하였다 .
= A b s t ra c t =
T h e e f f e c t o f c y to kin e s an d e n do to x in
o n th e n i tri c o x ide pro d uc t io n an d it s re lat io n
to m ito c hon dria l ac on itas e ac tiv ity in c u lture d
rat lu n g m ic ro v a s c u lar e n do th e lia l c e l ls
S a n g H o J a n g , M .D., J oon C h a n g , M .D.
J eo n H a n P a r k , M .D.*, S e K y u K im , M .D .
S e J on g K im , M .D.*, S u n g K y u K im , M .D.
W o n Y ou n g L e e , M .D. B oa z A . M a r k e w it z .M .D **
a nd J oh n R . M ic h a e l, M .D.**
D e partm e n t s o f I nt e r nal M e d ic ine and M icr ob io log y *,
Y ons e i U niv e rs i ty C olle g e o f M e d ic ine , S e ou l, K or e a;
and D iv is ion o f R e s p iratory , C rit ical C are and
O ccu pational P u lm onary M e d ic ine , D e p ar tm e n t of
M e d icine , V e te rans A ffair M e dical C e n te r and
U niv e rs it y o f U tah S chool of M e d icine , S alt L ak e C it y ,
U tah 84132, U .S .A .**
Obje c t iv e : B oth cons t itu tiv e an d in ducib le for m s of
n it r ic ox ide s y n tha s e ex is t in endothelia l cells . Dis order s
tha t p r odu ce a cu te lun g in ju r y fr equ en tly re lea s e
en dotox in a nd cy tokn es , s u ch as in t e rfer on( IF Nγ) a nd
tum or necr os is fa c tor (T N Fα) . E n dotox in an d th es e
cy tok in es likely ac t as im por ta n t m edia tor s of cell in ju r y .
B ecau s e n it r ic ox ide (N O) a v id ly r ea c ts w ith ir on , it m ay
a ffec t t he ac tiv it y of key en zy m es , s uch a s m itochon dria l
a con it a s e , w h ich con ta in a n ir on- s u lfu r s tr uc tu r e as a
pros th et ic g r oup.
M e thod : W e s tud ied the effect of IF Nγ, T N Fαa nd E .
co li lipopoly s a ccha r ide( LP S ) on N O pr oduction a nd
m itoch on dr ia l acon it a s e ac tiv it y in cu ltu r ed r a t lun g
m icr ov a s cu lar endoth elia l cells (R LM V C ).
Re s ult : E x pos in g R LM V C for 24 hour s to IF Nγ( 500
U / m L), T N Fα( 300 U / m L ) an d L P S ( 5 ㎍ / m L ) s ig n ifican tly
incr ea s es n itr it e pr oduction to 20±1 μM com par ed to
0.07 μM in con t rol cells (P < 0.05, n =4). Cy tok in e t r ea t-
m ent a ls o r edu ced m itochon dr ia l acon it a s e ac t iv ity fr om
196±8 to 102±34 nm ole/ m in / m g of cell p rot ein (P < 0.05,
n=4). T r ea tm ent w ith the in h ib it or of n it r ic ox ide
s y n tha s e N - m onom ethy l- L - ar g in in e(N M M A ) ( 0.5 m M )
not on ly s ig n ifica n t ly b lun t ed the cy tok ine- m edia ted
incr ea s e in n it r it e for m a t ion ( 3±0.5 μM v s 20±1 μM
w ith cy tok ines , P < 0.05, n =4), bu t a ls o pr ev en ted th e
cy tok in e- m edia t ed dr op in a con ita s e a ct iv it y (161± 24 v s .
196±8 n m ole/ m in / m g of cell p r ot ein , N S ).
Con c lu s ion : E x pos in g R LM V C to IF Nγ, T N Fα a nd
E . coli L P S s u bs t a n t ia lly decr ea s es m itochon dria l
a con it a s e ac tiv it y . N it r ic ox ide a ppea r s to m edia te th is
effec t . O ur r es u lt s s ug g es t th a t t he ex ces s iv e pr odu ct ion
of N O by en doth elia l cells , in res pons e to cy tok ines an d
en dotox in , m ay inh ib it t he func t ion of th e en doth elia l cell
it s e lf.
K e y W o rds : pu lm ona ry a r te r ia l endothelia l cell, n it r ic
ox ide, m itochon dria l acon it as e, in t er -
feronγ, tum or necros is factorα, endotox in
R E F E R E N C E S
1) L ow ens t ein CJ, Dinerm an J L, S ny der S H : N it r ic
ox id e : A p hy s iolog ic m e s s e ng e r . A nn I n te rn M e d
120:227, 1994
2) Gr iffit h T M , E dw a r ds DH , L ew is M J , N ew by A C,
- 179 -
－ 대한내과학회지 : 제 56 권 제 2 호 통권 제 462 호 1999 －
H en der s on A H : T he nature of e nd othe lium - d e r iv e d
v as cu lar r e laxan t fac tor . N ature 308:645, 1984
3) M a rt in W , F ur chg ot t R F , V illan i GM , Joth ian an dan D:
D e pr e s s ion of con t ract ile r e s p ons e s in r at aorta by
s p on tane ous ly re le as e d e nd othe lium - d e r iv e d re lax ing
factor . J P harm aco l E xp T he r 287:529, 1986
4) Gr os s S S , Jaffe E A , L ev i R, K ilbour n R G: C y tok ine -
ac tiv at e d e nd othe lial ce lls e x pr e s s an is o ty p e o f n itr ic
ox ide s y n thas e w hich is t e t rahy d rob iop te r ine -
d e p e nd e n t, calm od u lin - ind e pe nd e n t and inhib it e d by
ar g inine analog s w ith a rank - or d e r of p ot e ncy
charact e r is t ic of act iv at e d m acrophag e s . B ioche m
B iophy s R e s C om m un 178:823, 1991
5) N a than CF : N itr ic ox id e as a s e cre tory p rod uct o f
m am m alian ce lls . F A S E B 6:3051, 1992
6) H ibbs JB , T a in tor R R , V a v r in Z: M acrop hag e
cy to tox icit y : ro le for L - arg in ine d e am inas e and
im inon itr og e n ox idation to n it r i te . S c ie nce 235:473,
1987
7) Dr a pier J C, H ibbs JB : D iffe re nt iation o f m urine
m acrophag e s to e x pr e s s nons p e cific cy totox ic ity for
tum or ce lls re s u lt s in L - arg in ine - d e p e nd e n t inhib i-
t ion of m itochondr ial ir on- s u lp hu r e nz y m e s in the
m acrophag e e ffe ctor ce lls . J I m m unol 140:2829, 1988
8) R os s a in t R , F a lke K J , L opez F , S a lm a K , P is on U ,
Za pol W M : I nhale d n it r ic ox id e for the ad u lt
re s p iratory d is tre s s s y nd r om e N E ng l J M e d 328:
399, 1993
9) R ubbo H , R ad i R , T r u jillo M , T elle r i R, K aly n ar a m a n
B , B ar n es S , K ir k M , F r eem a n B A : N it r ic ox ide
re g u lat ion o f s u pe rox ide and p e roxy n itr it e - d e p e nd e n t
lip id p e rox id at ion . J B io l C he m 269:26066, 1994
10) M onca da S , H ig g s E A : M ole cu lar m e chan is m and
the rap e u tic s tr ate g ie s re lat e d to n it r ic ox id e . F A S E B
J 9: 1319, 1995
11) M ullig an M S , H ev el JM , M a rle tt a M A , W ar d P A :
T is s ue in jury caus e d by de p os it ion of im m une
com p le xe s is L - arg in ine - d e p e nd e n t . P roc N at l A cad
S ci U S A 88:6338, 1991
12) B eckm a n JS , B eckm a n T W , Chen J , M a rs ha ll P A ,
F r eem an B A : A pp ar e n t hy d rox y l rad ical p rod uct ion
by p e r ox y n it r it e : im p licat ions for e ndo the lial in jur y
from nit r ic ox id e and s up e rox id e . P r oc N at l A cad S ci
U S A 87:1620, 1990
13) R ep ine JE , P a r s on s P E : O xid an t- an t iox id an t balance
in e nd otox in - ind u ce d ox idativ e injury and to le r ance
to ox idativ e in ju ry . I n B r ig ham K L e d . E nd otox in
and the lu ng s . p207, N e w Y or k , M arce l D e k k e r , I nc,
1994
14) M ey r ick B, Chr is tr m a n B , J es m ok G: E ffe cts o f
re com binan t tu m or ne cros is factor- alp ha on cu lture d
p u lm onary art e ry and lung m icrov as cu lar e ndo the lial
m ono lay e r . A m J P atho l 138: 93, 1991
15) Ch an g J , R ao N V , M a rkew itz B A , H oida l J R, M ich ae l
J R: N itr ic ox id e d onor p re v e n ts hy d rog e n p e rox id e -
m e d iat e d e nd othe lial in jur y . A m J P hy s io l 270( L ung
C e ll M ol P hs io l 14) : L 931, 1996
16) F a ns ler B, Low en s t ein JM : A con itas e from p ig he ar t .
M e thod s E nz ym ol 23:26, 1969
17) K ub es P M , S uzuk i M , Gr an g er DN : n it r ic ox id e : an
e nd og e nous m od u lator o f le uk ocy t e ad he s ion . P r oc
N at l A cad S ci U S A 88:4651, 1991
18) P etr os A , Benn et t D , V a llan ce P : E ffe ct o f n itr ic ox id e
s y n thas e inhib it ors on hy po te ns ion in p at ie n t s w ith
s e p t ic s hock . L ance t 338:1557, 1991
19) V alla nce P , M oncada S : R ole o f e nd og e ne ous n itr ic
ox id e in s e p tic s hock . N e w H oriz 1:77,1993
20) L a s zlo F , W hit t le BJR , M onca da S : T im e - de pe nd e n t
e nhance m e n t or inhib it ion of e nd otox in - ind u ce d
v as cu lar in ju ry in rat in t e s t ine by n itr ic ox id e
s y n thas e inhibitors . B r J P harm acol 111:1309, 1994
21) D ar ley - U s m a r V , W is em a n M , H a lliw ell B : N itr ic
ox id e and ox y g e n rad icals : a qu e s t ion o f balance .
F E B S L e tt 369:131, 1995
22) K in nu la V L , Cr apo JD, R aiv o K O: G e ne rat ion and
d is pos al o f re ac tiv e ox y g e n m e tabolit e s in the lung .
L ab I nv e s t 73:3, 1995
23) P a lm er R M J, B r idg e L , F ox w ell N A , M on ca da S : T he
r ole o f n it r ic ox id e in e nd o the lial ce ll d am ag e and its
inhibit ion by g lu cocort icoids . B r J P harm acol 105: 11,
1992
24) B er m a n RS , F r ew JD , M a rt in W : e nd o tox in - ind uce d
art e r ial e nd o the lial bar r ie r d y s func tion as s e s s e d by
an in v itr o m od e l. B r J P har m aco l 110:1282, 1993
25) H a rbr ech t B G, B r iller T R , S ta d ler J , Dem et r is A J,
O ch oa J , Cur r an RD , S im m on s R L: I nhib it ion o f n it r ic
ox id e s y n the s is d ur ing e nd o tox e m ia p rom ote s
in tr ahe patic throm bos is and oxy g e n rad ical- m e d iat e d
he p at ic in jur y . J L e uk oc B iol 52:390, 1992
26) W in k D A , H aub au er I, K r is h na M C, DeGr a ff W ,
Ga m s on J, M itche ll J B: N it r ic ox id e p ro t e ct s ag ains t
ce llu lar d am ag e and cy to tox ici ty fr om re act iv e
ox yg e n s p e cie s . P r oc N atl A cad S ci U S A 90:9813,
1993
27) F uk u to JM , Cha udhu ri G: I nhib it ion of cons t it u t iv e
and ind uc ib le n it r ic ox id e s y n thas e : po te n tial s e le c-
t iv e inhib it ion . A nnual R e v P harm aco l T ox icol 35:
165, 1995
28) K ilbour n R G, B ellon i P : E nd othe lial ce ll pr od u ction of
n itr og e n ox id e s in re s p ons e to in te r fe ron- g am m a in
com bination w ith tu m or ne cr os is factor , in t e r le u k in - 1,
or e nd otox in . J N atl C ance r I ns t 82: 772, 1990
- 180 -
－ 장상호 외 8인 : 백서 폐동맥 내피세포에서 cy tok in e 및 내독소에 의한 n it r ic ox id e 생성과
미토콘드리아 acon it a s e 활성도의 관계 －
29) K elm M , F eelis ch M , Gr u be R, M otz W , S tr a uer BE :
M e tabo lis m of e nd othe lium - d e r iv e d n it r ic ox ide in
hum an blood . I n M oncada S , M arle t t a M A , H ibbs
J B J r ,H ig g s E A , e d s . T he b io log y o f n it r ic ox id e . , p
319, L ond on , P ort land P re s s , 1992
30) S tad le r J , B illia r T R , Cu rr a n R D, S tueh r D J, O ch oa
J B, S im on s R L: E ffe ct of e xog e nou s and e nd og e nou s
n itr ic ox id e on m itochond rial re s p ir ation of rat
he p atocy te s . A m J P hy s io l 260:c910, 1991
- 181 -
